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論文内容要旨
 発癌過程には,少なくともイニシエーションとプロモーションの2段階が存在することが,マ
 ウス皮膚癌実験で,証明されている。疏厩roの系として培養細胞を用いたトランスフォーメー
 ション実験系は,漉。オoo2段階発癌実験を再現することができ,また定量性にも優れ,発癌物質
 のみならず,発癌プロモーターを検出できることから加硫roの2段階発癌実験系として有効で
 あると考えられている。代表的なプロモーターであるTPAの生物活性は多岐にわたり報告され
 ているがそのプロモーション作用にどの活性が直接関与しているかはいまだ明らかにされていな
 い。そこで本研究では,BALB/3T3細胞を用いた2段階トランスフォーメーション実験で,TPA
 のプロモーション作用において,活性酸素の産生,リン脂質代謝の亢進,C一キナーゼの活性化に
 対するそれぞれ特異的な阻害剤の抗プロモーション作用を検索することによって,プロモーショ
 ン作用の機構を解析した。また,活性酸素の産生に関しては,ESRスピントラッピング法を用い
 て,キサンチンーキサンチン酸化酵素反応でOヨを,フェントン反応で・OHを産生させ,各阻害
 剤の活性酸素消去能を検索した。さらにBALB/3T3細胞にTPAを処理することによって生ずる
 活性酸素を同定した。
 トランスフォーメーション実験は,BALB/3T3細胞をφ60mmディッシュあたり1×10イ個播
 種し,24時間後,イニシエーターである3-me七hylcholanthrene(3-MC)を0.5μg/ml加え,3日
 間処理した後,4日間新鮮培地で培養し,続いて,TPAあるいは阻害剤,活性化剤を単独に,も
 しくはTPAと同時に添加し,2週間処理した。細胞播種後6週目に固定,染色し,トランスフォ
 ー ムしたフォーカスを計数した。フォーカスの判定は,Reznikoffらの方法に従い,皿型のフォー
 カスのみをトランスフォームしたフォーカスとして計数した。阻害剤のプロモーション阻害効果
 は,陽性対照群(3-MC+TPA)に対する阻害率で表した。
 既知の抗プロモーターであるレチノイン酸の抗プロモーション作用は,濃度依存的に強くなり,
 1μg/m1で完全にTPAのプロモーション作用を抑えた。匠1zひあroのトランスフォーメーション
 実験系においてもその作用が認められたことから,この系で抗プロモーターの検索が有効に行わ
 れることが明らかとなった。抗酸化剤およびラジカル・スカベンジャーのプロモーション抑制作
 用について検討したところ,bu七ylhydroxyanisoleに0.5μg/mlで,47%の抑綱能がみられた。
 ラジカル・スカベンジャーの中では,・OHのスカベンジャーであるmanni七〇1(MT)が特に強
 い抗プロモーション作用を示し,濃度依存性を持って10mg/m1で71%,SODは,50U/m1で39%,
 ca七alaseは,100U/mlで,32%まで阻害した。またリン脂質代謝阻害剤とC一キナーゼ阻害剤の
 抗プロモーション作用を検索した結果,用いたすべての阻害剤にTPAに対する抗プロモーショ
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 ン作用が認められた。また,C一キナーゼ活性化剤であるdiacylglycero1の`πoε亡roにおけるプロ
 モーション作用がラジカル・スカベンジャーによって抑えられるという結果も得られた。
 次に,抗酸化剤,リン脂質代謝阻害剤,C一キナーゼ阻害剤について,0互および・OH消去効
 果をESRで直接測定した結果,リポキシゲナーゼ阻害剤に0…消去効果があり,MTとイソキノ
 リン系C一キナーゼ阻害剤に・OH消去効果のあることが確かめられた。また,その効果には濃度
 依存性もみられた。従って,これらの阻害剤は,酵素活性を抑制するだけでなく,ラジカルを直
 接トラップすることによって抗プロモーション作用が強くあらわれたと考えられる。37℃,5%
 CO、の条件下で5×106個になるまで増殖させたBALB/3T3細胞に各濃度のTPAを5分間処理
 し,ホモジナイズして細胞を破砕した後,細胞破砕液200μ1に5,5-dime施yユー1-pyrroHne4-oxide
 (DMPO)原液を15μ1加え,ESRで測定した。その結果,TPAをBALB/3T3細胞に処理すると
 DMPO一〇Hアダクトのスペクトルが検出され,濃度依存的に強さを増す傾向がみられた。フェ
 ントン反応系で・OH消去能の認められたMTに,他のラジカル・スカベン!ジャーに比較してよ
 り強い抗プロモーション作用が現れたこと,そしてBALB/3T3細胞にTPAを処理すると・OH
 が産生し,産生量が,濃度依存的に増大することが,ESR法によって直接確かめられたことから,
 TPAのプロモーション作用には,リン脂質代謝の亢進やC一キナーゼの活性化だけでなく,それ
 らの活性化に伴う活性酸素の産生,特に・OHが強く関与していることが明らかになった。
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 審査結果の要旨
 化学物質による発癌過程は多段階の細胞の変異を経て進行すると考える。それは,少なくとも,
 イニシエーションとプロモーション過程に分けられるが,さらに,プロモーションステップにも
 数段階のあることを皮膚癌発生の実験から推定されている。そして,一般的にはイニシエーショ
 ン過程では発癌物質と標的細胞のDNAとの直接作用により,細胞変異をもたらし,プロモーショ
 ン過程では変異細胞が分裂増殖を通して,遺伝子の活性化により,癌細胞へと転換するものと考
 えられている。そこで,invlvoの実,験系に類似したinvi七roの細胞トランスフォーメーション
 系を,2段階の実験系のもとで,定量性をも加味しっっ,種々の実験をした。
 invitroの培養細胞系として,角永の樹立したマウスBALB/3T3クローンA-31-1-1細胞を使
 用した。イニシエーターとして3一メチルコラン1・レン0.5μg/mlを3日間処理した。続いて代
 表的なプロモーターである12一テトラデカノイルフォルボール13一アセテート(TPA)を用いた。
 TPAの後に,阻害剤,または活性化剤を投与したり,またはTPAと同時に培地に添加したりし
 て,2週間処理し,プロモーションヘの効果を観察している。
 実験結果として(1)レチノイン酸の抗プロモーション作用,(2)抗酸化剤であるブチルヒドロキシ
 アニソールは強い阻害効果があり,(3)ラジカルスカベンジャーのスーパーオキシドジスムターゼ,
 カタラーゼ,マニトールの抗プロモーションも認められた。次いで(4)リン脂質代謝阻害剤である
 フォスフォリパーゼ阻害剤のハイドロコーチゾンとp一ブロモフェナシルブロマイド,リポキシゲ
 ナーゼ阻害剤のケルセチン,ノルジハイドログアイアレオック酸は総て抗プロモーション作用が
 認められた。また,(5)Cキナーゼ阻害剤としてパルミトールーD.L一カルニチン,1一(5一イソチノリ
 ンスルフォニイル)一2一メチルピペラジンー2一ヒドロクロライド,そしてスタロスポリンは共に抗プ
 ロモーション効果を持つが,Cキナーゼ活性化剤はそれ程著明な増強効果が認められなかった。
 次に電子スピン共鳴(ESR)スピントラッピング法を用いて,各阻害剤のスーパーオキシドア
 ニオン,ヒドロキシラジカラルヘの作用を検索した結果,強い抗プロモーション作用を示す阻害
 剤に,活性酸素の消去作用があることを認めた。また,BALB/3T3細胞にプロモーターTPAを
 添加すると,濃度依存的に,ヒドロキシラジカルの産出が増大した。
 以上のことから,.invi七ro系でのTPAのプロモーション作用には,リン脂質代謝の亢進やC一
 キナーゼの活性化のみならず,発生する活性酵素,特にヒドロキシラジカルが強く関与している
 ことを言正明した。
 以上の研究成果についての論文内容は学位授与に値するものと判定する。
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